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ochracea の属する門の菌種の一部は IX 型分泌機構 (T9SS) を持ち、それによってタンパク質の菌
体外への輸送を行う。本研究では T9SS 関連遺伝子および滑走・付着関連遺伝子と相同性を持つもの
に注目し、C. ochracea のバイオフィルム形成における T9SS の関与について検討を行った。 
 
２．研究方法 
C. ochracea ATCC 27872 株のゲノム配列から Flavobacterium johnsoniae の滑走・付着関連遺伝
子 sprB の orthologue を持つ遺伝子を BLAST search により検索し Coch_0203 を得た。本遺伝子と 
C. ochracea の T9SS 関連遺伝子 porT orthologue (Coch_1748) の欠失株（それぞれ KTRB、 KTRT）
を作製し、バイオフィルム形成に与える影響を検討した。欠失株の滑走能は、 0.1% Yeast extract 含
有 Tryptic soy agar 上とガラス面上で位相差顕微鏡を用い観察した。バイオフィルム形成量は、 C. 
ochracea を 96 well plate に播種し、嫌気的に 6-48 時間培養後、クリスタルバイオレット染色に
より定量した。バイオフィルムの形態、バイオマス、厚みは、共焦点レーザー顕微鏡および COMSTAT 
software により解析した。 バイオフィルムの構造および細胞間マトリクスについては走査型電子顕




欠失株 KTRB および KTRT は滑走能を失っていた。このことから、 C. ochracea の sprB により code さ
れるタンパク質は滑走に関わり、それが T9SS により輸送されることが示唆された。 KTRB のバイオフィ
ルム形成量は、 48 時間で野生株の 68% 程度であった。これに対し KTRT のバイオフィルム形成は、 48 時
間で野生株の 19% 程度まで低下していた。これはバイオマス、厚みのデータの傾向と一致していた。これ
らの結果は、C. ochracea において滑走・付着関連タンパク質がバイオフィルム形成に関わることを示す
と同時に、それ以外の T9SS によって輸送されるタンパク質も関与することが示唆された。 SEM での観察
では、野生株のバイオフィルムは欠失株に比べ密であり、菌体間にマトリクス様のものが認められた。ま
た使用した酵素のうち proteinase K が最もバイオフィルムの破壊に有効だったことから、タンパク質が
そのマトリクス組成の主要成分であることが示唆された。 
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 結果の要旨       
 






本研究は、グラム陰性桿菌である Capnocytophaga ochracea のバイオフィルム形成におけるタンパク質
分泌機構の関与について検討を行った。その結果、C. ochracea の IX 型タンパク質分泌機構（T9SS）に
より輸送されるタンパク質は本菌の滑走運動に関わり、バイオフィルム形成に重要な役割を果たすことが
示唆された。 
本審査委員会では、1. C. ochracea の滑走運動とバイオフィルム形成能との関係について、2. T9SS の
存在は直接的に証明されたか、3. 酵素によるバイオフィルム形成阻害実験で NaIO4 では有意差はないも
のの値に上昇傾向がみられた理由は何か、4．C. ochracea は他のタンパク質分泌機構を有しているか、と
いった質問および指摘があった。これらに対して、1. 他の菌では滑走を含めた運動性が菌の定着やバイオ
フィルム形成に関与しているとの報告があり、本菌の滑走運動も関与するとの仮説を立てた、2. 直接的に
は証明できておらず、今後、関連タンパク質の発現の確認を行っていく、3．理由は不明であるが、他の菌
で糖タンパクの減少によりバイオフィルム形成をみたとする報告はある、4. 現在まで他のタンパク質分泌
機構の存在は報告されていない、と概ね妥当な回答が得られた。さらに用語の統一や論文の構成、図の提
示について指摘があり、修正論文が再度確認された。 
以上より、本研究で得られた結果は今後の歯学の進歩、発展に寄与するところ大であり、学位授与に値
するものと判定した。 
